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L 1210マウス白血病組織培養樹立株の浮遊培養を
用いた癌実験化学療法の研究
堅一郎*?度石
(昭和 49年 12月20日受付)
要 旨
臨床効果の高い予言性を示すことが知られている L1210マウス白血病の組織培養樹立株浮
遊培養細胞と初代培養細胞を用いて，各種制癌剤の試験管内作用様式を検討し，併せてこれら
薬剤の生体内効果と比較を行なった結果，各種の薬剤は invitroにおける作用の時間依存性や，
対数増殖期と定常期細胞に対する効果および invivoにおける投与量の相違の点から分類され
ることを見出した。すなわち 5-fluorouracil'，methotrexate，cytosine arabinoside などの
デオキシリボヌクレオチド生合成を阻害する代謝措抗剤および vinb1astine，vincristineなど
の分裂阻害植物アルカロイドは時間依存性が強く，対数期細胞には低濃度で作用するが，定常
期細胞には作用が著しく弱かった。一方 nitromin，thio・TEPA，carbazi1quinone，BCNU 
などのアルキル化剤や mitomycinC のように DNA2重鎖聞に架橋形成を行なう薬剤およ
び chromomycinA3' actinomycin D，daunomycin，adriamycinなど鋳型 DNA に作用
する抗生物質は時間依存性は弱く， 細胞増殖時期による効果に差があまりなかった。また in 
vitro (EDao)と invivo (i. p.，per mouse per day) の有効量を比較してみると， 代謝拾抗
1: 4'"-' レ化剤，抗生物質では約j，アルキ000，5，..，7001，1: 剤，植物アノレカロイドではその比は約 
100と著しい差があった。
このようにして L1210細胞の試験管内浮遊培養系は， 制癌剤の簡易な微量測定や， 作様様
式を予測するうえにすこぶる有用であり，制癒物質のスクリーニングへの応用は極めて能率性
を高められるものと考えられた。さらに invitroの成績は制癌剤の生体への投与法にも示唆を
与えているものと思われた。 
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略語一覧: MED: minimum effective dose，OD: optimal dose 
1948年 Lawらりによって DBAマウスに methy lchol-
はじめに
anthreneを投与してつくられたリンパ性白血病 L1210 
癌や白血病などの悪性腫蕩の化学療法において，臨床 は，現在臨床で効果のある多くの薬剤に感受性を示し，
的に多くの制癌剤が使用されているが，これらの薬剤は 予言性 (clinica1predictabili ty) 2) が高く制癌物質のス
おびただしい数の天然物質と合成化合物の動物腫壌によ クリーニングには欠かせない動物腫虜であると考えられ
る精力的なスクリーニングを経て開発されたものであ ており，アメリカの NationalCancer Institute (NCI) 
り，現在でもこの方法は広く実施されている。中でも で l次スクリーニングに用いられているが3り近年本邦
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でも広く使われるようになってきた九
他方 invivoによるスクリーニングと同時に，培養細
胞を用いた invitroスクリーニングも古くから試みられ
ているが，これは invivoに比べて速やかに結果が得ら
れ，同時に多数を試験することができ，検体も微量です
み，経費が比較的安くてすみ，且つ均一な材料を試験管
内で種々利用できるので定量的な操作に適しているなど
の利点をもつことに基ずいているが，これについても予
言性の高いことが要求されることは言を待たない。 
Eagleら により人癌由来の KB細胞株の有用性が5)
認められて以来 NCIでは invitroスクリーニングにも
っ11ら本株が使用され続けているが3ペ近年 Thayer
ら7)および加藤らり〉は L1210マウス白血病の組織培
養樹立株細胞を用いて各種制癌剤の試験管内感受性試験
を行ない，これに効果のあった薬剤は invivoでも有効
であり，且つ臨床上も有効なものが多数認められ， 1次
スクリーニングとして本株は有用であると報告してい
る。
しかしながら現在臨床的にすぐれた効果を示す薬剤の
数は極めて少なく，またそれらの制癌効果には限度があ
り，更に新しいすぐれた制癌剤の出現が待たれている。
このような現況下で，いかに効率良く臨床上有用な制癌
剤を選び出すか，また実験成績をいかに評価し臨床に応
用させるかは実験化学療法が直面している最も重要な問
題で、あると考えられる。
著者は L1210組織培養樹立株細胞を用いて各種制癌.
剤の試験管内作用保式を検討し，併せてこれら薬剤の生
体内効果と比較を行ない，相関を求め，新しい制癌物質
の探索の手段を考案し，予言性の高い試験管内抗腫虜試
験法の開発を意図したのでここに報告する。
実験材料および方法 
1. L1210組織培養樹立株細胞(以下 L1210/TC) 
アメリカの NCIの VincentBono 博士より分与を
受けたもので，長期継代浮遊培養されたものである。 
2. L1210マウス白血病 
Cancer Chemotherapy National Service Center 
(CCNSC)由来で癌研究会，癌化学療法センターの桜井
欽夫博士より分与を受け，腹水型として BDF，マウスに 
Table 1. Antitumor agents tested. 
Nitrogen mustard-N-oxide (Nitromin) 
Cyclophosphamide (Endoxan) 
Trieth y lenethiophosphoramide (Thio・TEPA) TSP 
NM 
EX 
Yoshitomi 
Shionogi 
Sumitomo 
Alkylating 
agents 
Carbazilquinone 
1，3-Bis (2-chloroethyl)-I-nitrosourea 
Bis (3-methylsulfonyloxypropyl)-amine 
p-toluenesulfonate 
CQ 
BCNU 
864-T 
Sankyo 
Bristol 
Yoshitomi 
N-Methyl-N，N-bis (3・methy lsulfon y loxypropy 1)・ 
amine 4，4/-bipheny ldisulfonate 
838-D Yoshitomi 
An timetaboli tes 
5-Fl uorouracil 
Methotrexate 
Cytosine arabinoside 
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Phenomycin PHEN 
N eocarzinostatin 
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AS 
Kayaku 
Parke，Davis 
Vinca alkaloids 
Vinblastine (sulfate) 
Vincristine (sulfate) 
VLB 
VCR 
Lilly 
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継代維持しているもので， L1210腹水細胞の染色体の
観察および初代培養はこのマウスの腹腔より採取した細
胞を使用した。 
3. 培養液および培養方法
イー クソレ MEM (日水製薬)に仔牛血清(千葉血清)
を2006加えたものを用い， 370C，CO2 incubator内で
回転培養 (10rph) を行なった。	 
d v o ν
4. 染色体の観察 
L1210jTC は培養液に colcemid (N-diacetyl-N-
methylcolchicine，CIBA製) を 0.1-..1.0μgfmlの割
合に加え，	 3時間以上培養後， 生食水で洗浄， 低張液
(生食水 1，蒸留水 3)処理後，酢酸ア Jレコー jレ(氷酢
酸 1，エタノーノレ 3)で固定，スライドグラスに滴下乾
燥後，ギムザ染色した。 L1210腹水細胞は継代後 4--...5
日目のマウスに colcemidを 1mgjkgの割合に腹腔投
与し， 14--...15時間後に腹水を採取し，生食水で洗浄，以
後は L1210jTCに準じた。 
5. 各種制癌剤 
Table 1に示したもので，アルキJレ化剤 7剤，代謝措
抗剤 4剤，抗生物質 8剤および植物アルカロイド 2剤，
計 21剤を使用した。 
6. 制癌剤の添加および効果判定 
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JJMuoc¥
曹	 
tainig chromosomes. Note a large l¥tl-38 
type (metacentric) marker chromosome 
(long arrow) and two ST -type (subtelo-
、
 
n n  " '  
Fig. 1. Metaphase of cultured L 1210 cell con-
centric) auxiliary marker chromosomes 
(short arroω). 
4静寂h *u 
..金E・IS w:_ 
えも会。a:"I、常
 
a41an
‘
ヴ
''c
dM 
、，
 
- Vun--'Avk
t'd 
，、 〆 
い川、い 
コ~
U

' h c  
L 1210jTCを 5X 104 cellsfmlに調整し，中試験管に 
1.9 mlずつ分注し， 24時間培養後， これに各種制癌剤
の20倍濃度段階希釈液を 0.1ml加え， 3，24，48，72 
時間後に trypanblueによる dyeexclusion method 
で生細胞数を血球計算盤でカウントし，対照の生細胞数
に対する被検試験管の生細胞数の比率から 80%致死効
果濃度 (EDso)を求めた。また初代培養は細胞を 5X105 
cellsjmlに調整し， 中試験管に分注と同時に薬剤を加
え，その他の方法は L1210jTCに準じた。 
7. 制癌剤の生体内効果の判定 
NCIの方法3刈に従がって行ない， 125%以上の延命
を示す minimume町ectivedose (MED) と最大延命
率を示す optimaldose (OD)を求めた。 
結 果 
1. L1210細胞の染色体 
L1210jTCおよび L1210腹水細胞の中期核板像を 
Fig. 1および Fig.2に示したが，これらから染色体数
を調べてみると， L1210jTCは 38本および L1210腹水
細胞は 40本であった (Table2)。核型分析を両者につ
いて行なってみると， L 1210jTCは homologouschro・ 
mosome 17対と対のないもの 4本で， このうちの l本
窓論守ら竺プ辱噛
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Fig. 2. Metaphase of ascitic L1210 cell con-
taining 40 chromosomes. Note the min-
ute marker chromosome (long arrow) and 
the extra-small T-type (telocentric) chro-
mosome (slzort arrow). 
Table 2. 	 Distribution of chromosome numbers 

in cultured and ascitic L1210 cells. 

Chromosome number Total cells Cell origin counted 
38 39 40 41 42 
Cultured cells 98 100 

Ascitic cells 2 43 3 50 

は Mooreら10)の報告にみられる M-type (metacen-
tric) marker chromosomeで，残りのうちの 2本は 
auxiliary markerlりといえる ST-type(subtelocen-
tric) chromosomeであった (Fig. 1)0 L 1210腹水細
胞は homologous chromosomeが 19対で残りの 1本 
106 
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Fig. 3. Growth curve of L1210jTC cells. Fig. 4. Primary cu1ture of ascitic L 1210 cells. 
は微小なものであり， Mooreら10)の報告にみられる られず，時間の経過と共に漸いに細胞数の減少を認め 
minute marker chromosomeと extra-smallT -type た。 
(telocentric) chromosomeに致していた (Fig.2) 3. 各種制癌剤の培養時間による細胞毒性効果0 
2. L1210細胞の増殖 • L 1210fTCに対する各種制癌剤の効果を培養時間を 
L 1210jTCは 20%仔牛血清加イーグル MEM中で 追って EDsoでみてみると，薬剤添加後 3時間では効果
回転浮遊培養すると良く増殖し， 5x104 cellsfmlの接種 はほとんど認められなかったが， 24時間で EXを除い
では 3日で定常期に達し，対数期の平均分裂時間は 12.2 て効果が現れ， NM，TSP，CQ，BCNUなどのアJレキ
時間であった (Fig.3)。一方 L1210腹水細胞の初代培 Jレ化剤および MMC，CHRM-AωACT -D，DM，AM 
養は Fig.4に示されるように分裂増殖はほとんど認め などの抗生物質に比べて，代謝拾抗剤とりわけ 5-FU， 
Tab1e 3. Effects of incubation periods on the cytotoxicities of test antitumor agents in vitro・ 
Antitumor agents 3 hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs 
Nitrogen mustard-N・oxide >100* 2.5 1.0 0.75 
CycIophosphamide >100 >100 >100 >100 
> 
> 
100 
100 
BCNU 50.0 7.5 5.0 5.0 
100.。
Thio・TEPA 5.0 1.0 0.75 
Carbazilq uinone 0.5 0.075 0.05 
> 
> 
> 
> 
100 
100 
100 
100 
Cytosine arabinoside >100 0.75 0.05 0.01 
6-Mercaptourine >100 1.0 0.25 0.075 
Mitomycin C >100 0.75 0.75 0~75 
Chromomycin A3 100.0 0.05 0.025 0.025 
Actinomycin D 100.。 0.075 0.05 0.05 
864-T 50.0 50.0 
100.。838-D 50.0 25.0 
5-F1uorouraci1 5.0 0.25 0.05 
Methotrexate 0.5 0.0075 0.005 
> 
> 
100 
100 
Phenomycin >100 5.0 1.0 1.0 
N eocarzinostatin 100.0 0.75 0.25 0.1 
Daunomycin 0.5 0.1 0.05 
Adriamycin 0.75 0.1 0.075 
Azaserine 1.0 0.25 0.1> 
> 
100 
100 
Vincristine >100 0.5 0.025 0.005 
勢 EDso，μgfml 
Vinb1astine 0.25 0.01 0.005 
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Fig. 5. Effects of incubation periods on the cytotoxicities of test antitumor agents in vitro・ 
MTX，CAおよび植物アノレカロイド VLB，VCRは48
時間， 72時間と有効濃度が時間を追って著しく低くなる
傾向を示した (Table3)。
この結果をもとに 24時間の EDaoを基準にして， 48 
時間， 72時間の濃度比の逆数を縦軸に目盛ったものが 
Fig. 5である。すなわち MTX，5-FU，CAおよび 
VCR，VLBにみられるように勾配の急なものほど，そ
れらの効果に時間的影響を受けている訳であり， Table 
3の結果が一層明らかになっている。 
4. 各種制癌剤の ;nv;vo化療効果と ;nv;tro細胞毒
性 
Table 4は各種制癌剤の invivo化療効果と invitro 
細胞毒性をみたものであるが，in vivo効果は主に Gri-
swoldら12)および星野13)によるもので MEDと ODで
示し，in vitro細胞毒性は L1210fTCに対する 72時間
の EDaoで示した。これをもとに inviloとinvitroを
比較し，生体内有効量 (μgfmousefday) と EDaoの
比を求めると，生体内有効量は EDaoのアノレキjレ化剤で、 
20倍;抗生物質，000，5"，720，1倍;代謝捨抗剤，101，.4
，3倍;植物アルカロイド，100，. 00....4，000倍となった。
 
ASは微生物由来ということで抗生物質群に加えたが， 
L-glutamineの措抗物質であり， 840倍と他の抗生物質
に比べて高い値を示した。 
5. L 1210fTC と初代培養細胞の各種制癌剤に対する
感受性
各種制癌剤の L1210fTCと初代培養細胞に対する効
果を調べてみた結果が Table5であるが， 薬剤添加後 
48時間の EDaoで示した。 アノレキノレ化剤， 抗生物質で
は両者聞に大きな有効濃度差は認めないが，代謝措抗剤 
5-FU，MTX，CAおよび植物アノレカロイド VLB， 
VCRは両者聞に著しい濃度差が認められ， L 1210fTC 
の方が極めてこれら薬剤には感受性が高い結果となっ
た。
考察および結論
染色体の変化は，発癌性，薬剤感受性，栄養要求性や
その他の代謝に関係していると考えられるがlへ著者の
使用した L1210fTCは marker chromosome として 
M-typeのものが存在しているが，染色体数は 38本で
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Tab1e 4. In viuo chemotherapeutic e町ectsand i71 uitro cytotoxicities of test antitumor agents. 
tn UlUO in vitro in uiuo (MED)/in vitro 
Antitumor agents EDOD(mglkE)MED i. p.，dai1y (μg/ml，72 h1's) (ml/rωuse) 
Nit1'ogen musta1'd-N・oxide NE (none effective) a 0.75 
Cyclophosphamide 37.0 56.0 a >100 
Thio・TEPA 3.8 4.8 a 0.75 101 
Ca1'bazi1quinone 0.25 0.5 b 0.05 100 
BCNU 5.0 10.0 b 5.0 20 
864-T 10.0 50.0 b 50.0 4 
838-D 10.0 25.0 b 25.0 8 
5-F1uo1'ouraci1 5.8 13.0 a 0.05 2320 
Methotrexate 0.43 1.5 a 0.005 1720 
Cytosine a1'abinoside 2.5 20.0 b 0.01 5000 
6-Me1'captopurine 7.4 23.0 a 0.075 1973 
Mitomycin C 0.8 1.2 a 0.75 20 
Chromomycin A3 0.1 0.2 0.025 80 
Actinomycin D 0.048 0.058 a 0.05 19 
Daunomycin 0.25 1.0 b 0.05 100 
Adriamycin 0.25 1.0 b 0.075 67 
Phenomycin NE 1.0 
N eocarzinostatin 0.25 0.5 b 0.1 50 
Azaserine 4.2 10.0 a 0.1 840 
Vinb1astine 0.75 1.5 b 0.005 3000 
Vincristine 1.0 1.0 b 0.005 4000 
a. Grisw01d，D. P.12) 
b. Hoshino，A.13) 
Tab1e 5. Effects of test antitumor agents on 
established cell 1ine and primary 
cu1ture. 
Antitumor agents L 1210/TC Prima10r骨yL 12 
Nitogen mustard-N-oxide 1.0長株 2.5 
Carbazi1quinone 0.075 2.5 
BCNU 5.0 5.0 )。1，10系の細胞と考えられる 
864-T 50.0 
5-Fluorouraci1 0.25 
> 
> 
100 
100 
L1210/TCはいわゆる maskedcompound である 
Methotrexate 
Cytosine arabinoside 
Mitomycin C 
Chromomycin A3 
Actinomycin D 
Daunomycin 
Vinblastine 
Vincristine 
特 P1'imaryculture 
世帯 EDso，μg/ml，48 hrs 
0.0075 
0.05 
0.75 
0.025 
0.05 
0.1 
0.01 
0.025 
1.0 
25.0 
5.0 
0.05 
0.01 
0.25 
7.5 
10.0 
あり，数の点で Moo1'eら10)の報告と異なっているo 著
者が別に検討したマウス移植試験で腫;窮死するに要する
期間は， L1210腹水細胞に比べて約 2倍であった。一
方薬剤感受性の面では実験材料や方法が違うので一概に
は結論できないが， Thayerら7)，加藤らり}および下山
ら1-1)の報告と大きな差はないようである。 L1210腹水
細胞は全く Mooreらの報告に一致しており， Goldin 
EXを除いた 20の制癌剤に inuitroで感受性を示した。 
Dolfiniらは EXも invitroで培養液に livermicro-
some を加えることにより効果があったと報告している
が15り通常の培養法では masked compound を in 
vitro で試験するのは困難であり，著者の実験でも効果
がなかった。しかしその他の制癌剤には L1210/TCは
他の報告7刈にあるように， 著者の実験でも極めて感受
性が広いといえる。特に代謝拾抗剤に感受性の高いこと
は認められておりへ著者の実験ではとりわけ MTXに
対して高い感受性を示したが，このことは細胞の葉酸の
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要求性の高いことによるのではないかと考えられる 10)。
ところで， 代謝拾抗剤とくに 5-FU，MTXおよび 
CAのように DNAの前駆物質であるピリミヲンヌク
レオチド生合成を阻害したり， DNAポリメラーゼ反応
を阻害したりして， DNA合成を選択的に抑制する結
果，細胞が unbalancedgrowthを起して thymineless 
deathあるいは deoxycytidinelessdeath 16) を生じせ
しめると考えられている薬剤17-20)および metaphase 
arrestを生じせしめる VLBおよび VCRなどの植物
アJレカロイドは，それらの効果が時聞を追って非常に増
強した訳であり，時間依存性をもった薬剤といえる。し
かるに 6-MPや ASは代謝措抗物質としてプリンヌク
レオチド生合成を阻害するのみならず，他にも作用点の
多い multifunctionalagent2りであり，そのために 5-
FU，MTXおよび CAに比べて効果に時間依存性が比
較的低かったのではないかと考えられる。 NM，TSP， 
CQ，BCNUなどのアノレキJレ化剤や抗生物質 MMCの
ように DNA2重鎖聞に架橋を形成して DNAの複製
を阻害する薬剤， CHRM-A3，ACT-D，DM，AMなど
の抗生物質のように鋳型 DNAに結合し， DNA依存 
RNAポリメラーゼ反応を阻害する薬剤， PMのように
蛋白合成を阻害すると考えられている薬剤では，それら
の効果に時間依存性が低い結果が得られた訳であり，著
者の実験結果は制癌剤の効果を試験管内で経時的に観察
することによって，その作用機作をある程度推測するこ
とが可能であることを示している。従がって化学構造や
作用型式未知の制癌物質を試験管内でスクリーニングす
るにあたっては，経時的観察は極めて意味あるものとい
える。
下山ら 14)は L1210/TC を用いてコロニー形成法に
より各種制癌剤と細胞との接触時聞から薬剤の効果を検
討し， cytostaticな薬剤と cytocidal な薬剤に分類し
ているが，これは dyeexclusion methodで行なった
著者の実験成績に基く薬剤の分類に図らずも一致したO
従がって時間依存性があり cytostatic と考えられる薬
剤は短時間の細胞との接触では，その効果がないことが
示唆される。このことは加山10や臨床上の薬剤の投与
に極めて大切な点で，もちろん血中濃度，組織移行性や
安定性など種々の因子が生体内ではかかわりあってくる
が，薬剤によってその投与法により，その効果に著しい
差のあるものと大差のないものとのあることが報告され
ており 22-24)，in vitroにおける作用様式と -invivoでの
投与法あるいは臨床的に相関を追求してみることは興味
あることである。 
in vitroと invivoにおける各種制癌剤の効果を比較
した結果，有効投与量の傾向はアノレキJレ化剤，抗生物質
群および代謝桔抗剤，植物アルカロイド群に期せずして
大別できた訳であるが，これら 2群の薬剤は作用機作の
点でも相違があった訳である。この実験によって検体の
試験管内作用様式を経時的に観察検討すれば，in vivoで
の有効投与量の推定が可能となり， NCIの毒性や耐量
からみた最大許容投与法3，6)に併用することによりスク
リーニングの効率向上も計れるものと考える。 
L 1210腹水細胞の初代培養は分裂増殖がほとんど認
められない定常期に近い状態と考えられ，このような細
胞は L1210/TCのように対数的に良く分裂増殖する細'
胞に比べて， 5-FU，MTX，CA，VLBおよび VCR
に対する感受性が極めて低かったが，アJレキJレ化弗jや抗
生物質では両者間に大きな差が認められない結果が得ら
れたが，これも細菌25)，L細胞19，26)，KB細胞m および 
L 1210細胞27，2めを用いた多くの報告に一致している。す
なわち cellcycle依存性の薬剤は時間依存性の薬剤と
いうことができ， cell cycleにあまり関係なく効果の認
められる薬剤は時間依存性も弱いといえるのではないだ
ろうか。
微量の制癌物質を一次スクリーニングする場合は，で
きる限り制癌物質に対して幅反く且つ感度の高い試験法
が望ましい訳であり， L 1210/TCを使用することは適
切であり，この際検体の効果を経時的に観察してみるこ
とは，その作用機作を推測するうえにも， また invivo 
スクリーニングにおける投与量，投与法を推定するうえ
からも意義あることが立証された。
稿を終るに|臨みと指導，C'校聞を賜わった新井正
教授に深謝するとともに，c:指導，c:協力団いた放
射線医学総合研究所大原弘博士，千葉木学生物活性
研究所抗生物質研究部ならびに千葉県ガンセンタ{
化学療法研究部の各位lζ厚く御干しを申し上げます。
なお，本論文の要宵は第22回日本化学療法学会総
会，第33回日本癌学会総会において発表した。
本論文は審査学位論文である。 
SUMMARY 
Studies were undertaken to elucidate the ac-
tion modes of various antitumor agents employ-
ing mouse leukemia L 1210 cells. In vitro activity 
of test compounds was determined using both a 
suspension culture of estab!ished cell line ancl a 
primary culture of L 1210 cells. 
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According to the experimental results，itwas 

concluded that the antimetabolites such as 5-
fiuorouracil，methotrexate，cytosine arabinoside 

and vinca alkaloids，vincristine and vinblastine， 

showed time dependency in their effects and 

were only effective on the exponentially growing 

cells but almost inactive against ceIls in station-
ary phase of growth. 

On the other hand，the effects of alkylating 
agents，i. e.，nitrogen mustard-N・oxide，thio-
TEPA，carbazilquinone，BCNU as well as anti-
biotics，i. e.，mitomycin C，chromomycin A J> 
actinomycin D，dauno1'ubicin，adriamycin we1'e 
not dependent on incubation time. The latte1' 
compounds were also found to be active against 
the cultured cells not only in logarithmic phase 
but also in stationary phase. When the mini-
mum effective doses (intraperitoneal injection， 
per mouse per day) in vivo and EDao in vitro 
were compared，it was revealed that the ratio 
varied from 1，700 to 5，000 with antimetabolites 
and vinca alkaloids，while they were within the 
range of 4 to 100 with alkylating agents and 
antibiotics. 
Above results also suggested that the suspen-
sion culture of established cell line of mouse 
leukemia L 1210 is highly useful for the estima-
tion of action mechanisms in the primary stage 
of sc1'eening antitumor compounds and fo1' the 
design of clinical t1'eatment. 
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